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ABC, ATP-binding cassette 
ASBT, apical sodium-dependent bile acid transporter 
CDCA, chenodeoxycholic acid 
DCA, deoxycholic acid 
DHEAS, dehydroepiandrosterone sulfate 
EGFR, epidermal growth factor receptor 
E3S, estrone-3-sulfate 
GPCR, G-protein-coupled receptor 
LC/MS/MS, liquid chromatography tandem mass spectrometry 
LCA, lithocholic acid 
NTCP, Na+/taurocholate cotransporting polypeptide 
PREGS, pregnenolone sulfate 
RNAi, RNA interference 
SOAT, sodium-dependent organic anion transporter 
SLC, solute carrier 
TCA, taurocholic acid 
TUDCA, tauroursodeoxycholic acid 

















トランスポーターは solute carrier (SLC)トランスポーターと ATP-binding 
cassette (ABC)トランスポーターに大別される。通常、SLC トランスポーターは
遺伝子に基づいて命名され、これまでに 51 ファミリー、378 分子が HUGO Gene 
Nomenclature Committee (http://www.genenames.org/) において報告されてい
る [4]。 
オーファントランスポーターである SLC10A4 は、ナトリウム胆汁酸コトラン
スポーターファミリー (Solute Carrier 10A、SLC10A)に属する。SLC10A には、
SLC10A4 の他に 5 つの遺伝子、すなわち SLC10A1、SLC10A2、SLC10A3、
SLC10A5 そして SLC10A6 が属する。SLC10A ファミリーは、動物、植物、微
生物で 50 以上のメンバーが報告されており、特徴的なドメイン (pfam01758)
が保存されている。SLC10A1は別名Na+/taurocholate cotransporting polypeptide 
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(NTCP)、SLC10A2 は別名 apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT)、
SLC10A6 は別名 sodium-dependent organic anion transporter (SOAT)と呼ばれ
ている。 
SLC10A1 は、cholate、taurocholate 等の bile acid、 chenodeoxycholate-3- 
sulfate 等の bile acid sulfate、estrone-3-sulfate (E3S)、dehydroepiandrosterone 
sulfate (DHEAS) 等の steroid sulfate を基質とする。SLC10A2 は、cholate、 
taurocholate 等の bile acid を基質とする。SLC10A6 は E3S、DHEAS および
pregnenolone sulfate (PREGS) 等の steroid sulfate を基質とする [5]。 
SLC10A4 は系統学的に SLC10A1、SLC10A2 および SLC10A6 と 53.5%、
54.4%および 51.5%の相同性を持つ [5]。SLC10 ファミリーの基質を系統樹と共
に Figure 1 に示した。このような高い相同性を持つにも関わらず、CHO 細胞、
HEK293 細胞およびアフリカツメガエル卵母細胞にラット Slc10a4 を強制発現
させた系において taurocholate、E3S、DHEAS および PREGS が、輸送されな
いことが報告されている [6, 7]。 
ヒトにおいて SLC10A4 mRNA は脳、小腸、結腸の順に高発現が示されてい
る [6]。また、SLC10A4 mRNA はヒト胎児中脳において 5 週から 10 週にかけ
て発現量が増加することから、中脳の発達に関与する可能性が報告されている 
[8]。ラットおよびマウスにおいて Slc10a4 mRNA の発現量は脳において最も高











Figure 1. Phylogenetic tree and substrates of SLC10 family. 
 
SLC10A4 は、膜貫通領域において SLC10A1、SLC10A2 および SLC10A6 と
特に高い相同性を有することが予測されている [5]。このことから、SLC10A4
において膜貫通領域以外の領域が輸送能に関与する可能性が考えられた。 
 ヒト小脳髄芽細胞腫由来 TE671 細胞はいくつかの神経様の特徴を持ち、ニコ
チン性アセチルコリン受容体、アセチルコリンエステラーゼを発現することが
報告されている [11, 12]。SLC10A4 はコリン作動性神経に高発現していること
から、TE671 細胞に SLC10A4 が発現している可能性が考えられた。以上より、
本研究では SLC10A4 の膜貫通領域およびそれ以外の領域と輸送能との関係に
着目し、TE671 細胞を用いて SLC10A4 の機能解析を行った。 
  
SLC10A4: Taurocholate (n.t.), E3S (n.t.), DHEAS (n.t.), PREGS (n.t.) and choline (n.t.)
SLC10A1: bile aicd (cholate, taurocholate, glycocholate, taurochenodeoxycholate, 
taurodeoxycholate, tauroursodeoxycholate, taurohyodeoxycholate and 
tauromurocholate) 
bile acid sulfate (chenodeoxycholate-3-sulfate) 
steroid sulfate (E3S and DHEAS)
SLC10A2: bile aicd (cholate, taurocholate, chenodeoxycholate, 
taurochenodeoxycholate, glycochenodeoxycholate, deoxycholate, 
taurodeoxycholate, glycodeoxycholate, ursodeoxycholate, 
tauroursodeoxycholate and glycoursodeoxycholate)
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Figure 2. SLC10A4 deduced protein sequence. Molecular weight of SLC10A4 




サブファミリーのアミノ酸配列を EBI ClustalW algorithm によりアライメント
した [5]。その結果、胆汁酸等の基質輸送能を持つ SLC10 サブファミリーであ
る SLC10A1、SLC10A2 および SLC10A6 と比較し SLC10A4 の N 末端側の細胞
外領域が長いことが推定された (Figure 3)。 





Figure 3. Multiple alignment of human, rat and mouse SLC10A1, SLC10A2, 
SLC10A6 and SLC10A4. The sequences shown are before transmembrane 
domain I (TMD I). 
 
ま た 、 SLC10A4 の N 末 端 に お い て 、 NetNGlyc 1.0 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/ services/NetNGlyc/) により Asn6、Asn18および Asn24に
N 結合型糖鎖が付加される可能性が高いことが、予測された。同様に、O 結合
型 糖 鎖 の 付 加 部 位 は 、 NetOGlyc 3.1 Server 




 上記のアライメントの結果をもとに、TOPO2 TM protein graphics program 
(http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2-run/wtopo2.pl)を用いて得られた膜貫通構造
およびトロンビンによる切断構造の予測モデルを Figure 4 に示した。また、
SLC10A4 の N 末端側の細胞外領域が長いことが推定され (Figure 3)、N 末が基
質輸送に関与している可能性が考えられた。 
.       TMD I .
Slc10a1 rat 1 --------------------------------------MEVHNVSAPFNFSLPPG------------------------------------------FGHRATDKALSIILVLMLLLIMLSLGCTMEF
Slc10a1 mouse  1 --------------------------------------MEAHNVSAPFNFSLPPG------------------------------------------FGHRATDTALSVILVVMLLLIMLSLGCTMEF
SLC10A1 human  1 --------------------------------------MEAHNASAPFNFTLPPN------------------------------------------FGKRPTDLALSVILVFMLFFIMLSLGCTMEF
Slc10a2 rat    1 --------------------------------------MDNSSVCSPNATFCEGDSCLVTESN-----------------------------------FNAILSTVMSTVLTILLAMVMFSMGCNVEI
Slc10a2 mouse  1 --------------------------------------MDNSSVCPPNATVCEGDSCVVPESN-----------------------------------FNAILNTVMSTVLTILLAMVMFSMGCNVEV
SLC10A2 human  1 --------------------------------------MNDPNSCVDNATVCSGASCVVPESN-----------------------------------FNNILSVVLSTVLTILLALVMFSMGCNVEI
Slc10a6 rat    1 --------------------------------------MSADCEGNSTCPANSTEEDPPVGME-----------------------------------GQGSLKLVFTVLSAVMVGLVMFSFGCSVES
Slc10a6 mouse  1 --------------------------------------MSTDCAGNSTCPVNSTEEDPPVGME-----------------------------------GHANLKLLFTVLSAVMVGLVMFSFGCSVES
SLC10A6 human  1 --------------------------------------MRANCSSSSACPANSSEEELPVGLE-----------------------------------VHGNLELVFTVVSTVMMGLLMFSLGCSVEI
Slc10a4 rat    1 MDGLDNTTRLLAPSSLLPDNLTLSPNASST-SASTLSPLPVTSS-PSPGLSLAPTPSIGFSPDLTPTPEPTSSSLAGGVAGQDSSTFPRPWIPHEPPFWDTPLNHGLNVFVGAALCITMLGLGCTVDV
Slc10a4 mouse  1 MDSLDNTTLLLAPSSLLPDNLTLSPNAGSP-SASTLSPLAVTSS-PGPGLSLAPSPSIGFSPEATPTPEPTSSSLTVGVAGQGSSAFPRPWIPHEPPFWDTPLNHGLNVFVGAALCITMLGLGCTVDV
Slc10a4 human  1 MDGNDNVTLLFAP--LLRDNYTLAPNASSLGPGTDLALAPASSAGPGPGLSLGPGPSFGFSPGPTPTPEPTTSGLAGGAASHGPSPFPRPWAPHALPFWDTPLNHGLNVFVGAALCITMLGLGCTVDV
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SLC10A4 の N 末端が基質の輸送に関与することを示すために、プロテアーゼ
による切断が考えられた。プロテアーゼにより切断されるのであれば、生理的
条件下により近いため、プロテアーゼによる切断を選択した。トロンビンは Arg
または Lys の C 側を切断するが、切断部位周辺の数残基の違いによっても認識
配列が異なる[13, 14]。トロンビンの認識配列を SLC10A4 の Arg87-Pro88と仮定
した場合、SLC10A4 は 437 残基のタンパク質であり、そのアミノ酸配列から
46.5-kDa と算出されることから、Arg87-Pro88の切断により、1-87 残基からなる
8.5-kDa および 88-437 残基からなる 38-kDa の 2 つのペプチドが生成すると考
えられる。 
トロンビンにより Arg87-Pro88で切断された場合、N 末端配列が除去されるこ
とが予想された。本研究で使用した抗体の抗原配列を Figure 4 に加えた。
anti-N-terminus of SLC10A4 antibody の抗原は細胞外のみであるが、
anti-C-terminus of SLC10A4 antibody の抗原は細胞外および細胞内に存在する。 
SLC10A4 の N 末端には、N 結合型および O 結合型糖鎖の付加部位が多数存
在する可能性が高かった。糖鎖を欠損させた場合、OCT2 において輸送能が減弱








Figure 4. The predicted transmembrane model with a potential thrombin 
cleavage site (arrow) of human SLC10A4. Thrombin might cleave Arg87-Pro88 of 
SLC10A4 protein to remove the N-terminus. The regions surrounded by line 








第 2 節 SLC10A4 プロテアーゼによる切断実験 
 
1-2-1. イムノブロットによる SLC10A4 発現細胞の探索およびトロンビンによ
る切断 
 




芽細胞腫由来 TE671 細胞を用いることとした。そこで、TE671 細胞ライセート
を SDS-PAGE によって分離した後、SLC10A4 の 324 – 436 残基を抗原として
作製した anti-SLC10A4 antibody (polyclonal anti-C-terminus of SLC10A4 
antibody) を用いてイムノブロット解析を行った。結果を Figure 5 (control) に
示した。Patrick らによる過去の報告と一致する 90-kDa にバンドが検出され、
TE671 細胞における SLC10A4 の発現を確認した[7]。続いて、第 1 節で予測し
たトロンビンによる切断部位を検証するために、同様にトロンビン処置した
TE671 細胞のライセートのイムノブロット解析を行った。結果を Figure 5 







Figure 5. Western blot analysis. Control represents vehicle-treated cells. 
Thrombin represents thrombin treated cells. A 90-kDa protein was detected, 
thought to be glycosylated or dimerized SLC10A4, as the expected molecular 
weight of native human SLC10A4 on the basis of the deduced amino acid 
sequence is estimated to be 46.5 kDa. The 35-kDa band is predicted to be the 
fragment of amino acids 88–437 of SLC10A4 produced by thrombin cleavage. 
 
[考察] 
イムノブロットにより、通常培養時において TE671 細胞に SLC10A4 が発現
していることを確認した。したがって、本研究において TE671 細胞を使用して
機能解析を行うこととした。90-kDa のタンパク質は SLC10A4 の糖鎖修飾体で










することが必要となる。SDS-PAGE により 1 量体および 2 量体が検出される例
として G-protein-coupled receptor (GPCR) である epidermal growth factor 
receptor (EGFR) や dopamine D2 receptor が挙げられ、いくつかの GPCR は 2
量体として多彩なシグナル伝達を行うことが知られている [16, 17]。SLC10A4
は 7 回膜貫通構造を持つと予測されていることから、GPCR としての機能も持
つ可能性が考えられる  [5]。一方、anti-SLC10A4 antibody は SLC10A4 の
324–436 残基に相当するペプチドに対する抗体であるため、35-kDa のタンパク
質はトロンビンにより切断された SLC10A4 の C 末端であると考えられる。こ
の結果は、トロンビンの切断部位が Arg87-Pro88であるとの仮定より予測された
88-437 残基の分子量がおよそ 35-kDa であることと一致する。 
 
1-2-2. TE671 細胞における SLC10A4 の免疫蛍光染色 
 
 1-2-1 において、TE671 細胞における SLC10A4 の発現を anti-SLC10A4 
antibody (anti-C-terminus of SLC10A4 antibody) を用いるイムノブロット解析
より確認した。続いて、本項では免疫蛍光染色法により TE671 細胞における
SLC10A4 発現について評価した。SLC10A4 は 437 残基より構成されるタンパ
クであり、N 末端の約 100 残基が細胞外に露出していると予測される (Figure 4)。
そこで、SLC10A4 の 2 –51 残基を抗原として作製された anti-SLC10A4 antibody 
(anti-N-terminus of SLC10A4 antibody) を用い細胞膜非透過性条件下で免疫蛍
光染色を行った結果、TE671 細胞はリング状に染色された (Figure 6A; thrombin 






矢印部分; thrombin (+) and non-permeabilized panel)。定量解析を行ったところ、
染色性は 56±2.0 a.u.から 37±0.7 a.u.に減少した (Figure 6B)。一方、細胞膜透
過性条件下においては細胞質内も染色され  (Figure 6A; thrombin (-) and 
permeabilized panel)、トロンビン処置により染色性に差は認められなかった 
(Figure 6A; thrombin (+) and permeabilized panel、6B)。 続いて、anti-C-terminus 
of SLC10A4 antibody を用い、細胞膜非透過性条件下で免疫蛍光染色を行った
結果、TE671 細胞はリング状に染色された  (Figure 6C; thrombin (-) and 
non-permeabilized panel)。TE671 細胞をトロンビン前処置後に同様に染色した
が、anti-C-terminus of SLC10A4 antibody の染色性に差は認められなかった 
(Figure 6C; thrombin (+) and non-permeabilized panel、6D)。anti-N-terminus of 
SLC10A4 antibody の場合と同様に細胞膜透過性条件下においては細胞質内も
染色され (Figure 6C; thrombin (-) and permeabilized panel)、トロンビン処置に







Figure 6. Distribution of SLC10A4 N-terminal and C-terminal (A-D). Cells were 
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treated with “thrombin (+)” or vehicle “thrombin (-)” for 3 h in the figure. 
Subsequently, cells were fixed by 4% paraformaldehyde with or without following 
permeabilization (0.1% triton-X), then stained using anti-SLC10A4 N-terminal 
(A) and anti-SLC10A4 C-terminal (C) antibody. SLC10A4 expressed on plasma 
membranes decreased following thrombin treatment [(A), indicated by arrows]. 
Scale bar indicates 20 M. Quantification of fluorescence intensities are shown 
in (B) and (D). Fluorescent intensities per cell area for SLC10A4 N-terminal and 
SLC10A4 C-terminal are shown. Measurement for the area was carried out with 
NIH ImageJ software. Values represent mean ± SEM; n = 4. ***p < 0.001 




ラット Slc10a4 は N 末端が細胞外に露出し、C 末端が細胞内に存在すること
が知られている[6]。本研究により、TE671 細胞においても SLC10A4 の N 末端
が細胞外に露出していることが示唆された。トロンビン処置により細胞膜の
SLC10A4 の N 末端に対する反応のみが減弱していたことから、Krebs-Henseleit 
bufferに添加したトロンビンは SLC10A4の細胞外領域に作用したと考えられる。
しかしながら、トロンビン前処置をしたにもかかわらず、抗 N 末抗体に対する









置後の anti-N-terminus of SLC10A4 antibody を使用した免疫蛍光染色により、
蛍光強度の低下は認められないと考えられる。したがって、トロンビンの認識
配列は、膜貫通部位の含まれないおよそ 50-100 残基の間と示唆される。トロン
ビンは Arg または Lys を認識および切断し、凝固系や PAR を活性化する等の生
理的役割を担っている。トロンビンの特異性を考慮すると、SLC10A4 の N 末端
50-100 残基の間に存在する切断部位は Arg87-Pro88であると考えられる。一方、
未修飾の 88-437 残基からなる SLC10A4 の分子量は 38-kDa と計算されること
から、イムノブロットにて観察された 35-kDa のバンドは SLC10A4 の 88-437
残基であることが考えられる。 
トロンビンは生理的役割として、血液中のフィブリノゲンを切断してフィブ
リン網を形成する以外にも、GPCR である protease-activated receptor (PAR)を
活性化することにより、種々の細胞を直接活性化する [19]。フィブリノゲンは
鎖、鎖および鎖の 3 種のフィブリノゲン鎖からなる。フィブリノゲンの
Arg35-Gly36 およびフィブリノゲン鎖の Arg44-Gly45 はトロンビンにより切断さ
れ、フィブリノペプチド A および B をそれぞれ生成し、フィブリン網を形成す
る [13]。一方、PAR はこれまでに 4 種のサブタイプがクローニングされており、
PAR-1、-3 および-4 はトロンビンによって活性化される。PAR-2 はトリプシン
および肥満細胞に存在するトリプターゼによって活性化される。ヒトでは










よび単球等にも作用する [19]。トロンビンの PAR に対する作用は、PAR-1 の
Arg41-Ser42、PAR-3 の Lys38-Thr39、PAR-4 の Arg47-Gly48を切断することに起因
する。PAR の N 末端は細胞外に露出しており、それがトロンビン等のプロテア
ーゼにより切断されて新たにできた N 末端がリガンドとなる。また、PAR-3 以






第 3 節 TE671 細胞を用いた胆汁酸輸送実験 
 
前節の結果を踏まえ、SLC10A4 の機能解析のために、TE671 細胞を用い、ト






truncated-ASBT (t-ASBT)としても輸送能を保持する [21, 22]。しかしながら、
ASBT は取り込み型のトランスポーターであり、t-ASBT では排出型のトランス
ポーターとして機能することが知られている。また、taurocholate に対する Km














質としての役割も注目されている [24]。胆汁酸の一種である chenodeoxycholic 
acid (CDCA)は強力な大腸癌発生のプロモーターであることが示唆されている
が、その立体的構造異性体である ursodeoxycholic acid (UDCA) は CDCA とは
逆の作用を示すことも知られている [25, 26]。また、lithocholic acid (LCA)は細
胞内の caspase-8 を活性化し、アポトーシス誘導作用を示すことが知られてい
る [27]。taurocholic acid (TCA)の作用には、胆管細胞の保護作用、胃上皮細胞
の傷害作用等が挙げられる [28-31]。 
第 2 節において、SLC10A4 が TE671 細胞の細胞膜に発現しており、N 末端
がトロンビン処置により切断・除去されることを示した。この条件下での、胆
汁酸をはじめとする基質の取り込みを評価するため、基質として、CDCA、
deoxycholic acid (DCA)、LCA および TCA の胆汁酸、硫酸抱合型ステロイドで
ある E3S を選択した。取り込み実験には 24 well plate を用いた。TE671 細胞を
トロンビンまたはその溶媒で処置し、基質を添加した培養液で一定時間 37°C で
インキュベートした。取り込まれた基質は、LC/MS/MS にて定量した。 




置による取り込み量の増加分を速度論的に求めるために Figure 7B および 7F の
値をミカエリスメンテン式に当てはめ、LCA および TCA のミカエリス定数 Km
および最大輸送速度Vmaxを求めた。その結果、LCAにおいては、Km = 1300 nM、
Vmax = 490 pmol/mg protein/30 sec であり、TCA においては、Km = 520 nM、
Vmax = 1.2 pmol/mg protein/30 sec であった。また、LCA 取り込み量の時間依
存性は濃度を 300 nM として Figure 7C および 8D に示した。その結果、LCA の
20 
 
取り込みは、7 min で飽和していることが示唆された。一方、CDCA、DCA およ














Figure 7. Transport analyses. LCA uptake (A-D). Thrombin indicates uptake by 
thrombin treated cells. Control indicates uptake by vehicle-treated cells. LCA 
concentration was between 100 nM and 1000 nM (A). Thrombin-enhanced 
transport was determined by subtracting the mean value of transport velocity in 
control cells from that in thrombin-treated cells. Non-linear regression analysis 
was performed and the value fitted to the Michaelis–Menten equation. Km = 
1300 nM, Vmax = 490 pmol/mg protein/30 sec (B). Time course of uptake of LCA 
by thrombin treated cells and vehicle-treated cells. LCA concentration was 300 
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nM (C). Thrombin-enhanced transport was determined by subtracting the mean 
value of transport velocity in control cells from that in thrombin-treated cells (D). 
TCA uptake (E, F). Thrombin indicates uptake by thrombin treated cells. Control 
indicates uptake by vehicle-treated cells. TCA concentration was between 100 
nM and 1000 nM (E). Thrombin-enhanced transport was determined by 
subtracting the mean value of transport velocity in control cells from that in 
thrombin-treated cells. Non-linear regression analysis was performed and the 
value fitted to the Michaelis–Menten equation. Km = 520 nM, Vmax = 1.2 
pmol/mg protein/30 sec (F). CDCA uptake (G). DCA uptake (H). E3S uptake (I). 
Values represent the mean ± S.D.; n = 3 or 4. 
 
[考察] 
 トロンビンにより LCA および TCA の取り込み量は増加したが、CDCA、DCA
および E3S の取り込み量に変化が見られなかった。このことから、トロンビン
前処置による基質輸送は、基質特異性を持つことが示唆され、トランスポータ
ーが LCA および TCA の輸送に関与する可能性が考えられた。TCA 取り込みの
Km は 520 nM であった。この Km 値は既存のトランスポーター(BSEP; 4.25 M、
MRP3; 30 M、NTCP; 6.2-11 M、ASBT; 9.4-60.2 M、OATP1A2; 60-64 M、
OATP1B1; 10-33.8 M、OATP1B3; 5.8 M、OATP2B1; 71.8 M、および
OATP4A1; 14.9 M)による TCA の輸送に対する Km と比較して著しく低かった 
[21, 32-42]。このことから、既存のトランスポーターがこの輸送に関与する可能
性は低いと考えられた。 
健常人の胆汁酸の血中濃度については、CDCA は約 250-500 nM、DCA は約
150-400 nM、LCA は約 15-60 nM、TCA は約 100 nM であることが報告されて
24 
 
いる [43, 44]。トロンビンにより活性化される輸送における LCA および TCA の




分類されるが、さらに親水性の高い tauroursodeoxycholic acid (TUDCA)は神経
保護作用を持つことが報告されている [46-48]。神経保護作用を持つ親水性胆汁
酸として他に UDCA が挙げられる [49, 50]。したがって、トロンビン処置によ
り TUDCA や UDCA の輸送能が亢進するならば、神経保護の目的に効果を示す





第 4 節 SLC10A4 ノックダウンによる TE671 細胞胆汁酸輸送能への影響評価 
 
 第 3 節において示したトロンビン前処置による LCA および TCA の輸送量
の増加に SLC10A4 が関与しているかを検証するために、TE671 細胞において
RNAi を用いて SLC10A4 をノックダウンしてその LCA および TCA の輸送能へ
の影響を調べた。 
TE671 細胞を SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA (Invitrogen、Carlsbad、
CA)、またネガティブコントロールには Stealth™ RNAi Negative Control 
Medium GC Duplex (Invitrogen、Carlsbad、CA)で処置して、未処置の TE671
細胞の SLC10A4 発現量と比較した。 
3 種類の SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA 処置群それぞれの SLC10A4
の発現はノックダウンされたことがイムノブロットおよび細胞を蛍光免疫染色
により確認された (Figure 8A, 9, 10)。一方、ネガティブコントロール処置群に
おいては SLC10A4 の発現量は未処置細胞に差が見られなかった (Figure 8A, 9, 
10)。このノックダウン条件下で、300 nM の LCA について 5 分間の輸送実験を
行ったところ、SLC10A4 をノックダウンした TE671 細胞においてトロンビン
前処置による LCA の取り込み量の増加作用が消失した (Figure 8B)。ネガティ
ブコントロールにおいては、RNAi 非処置の TE671 細胞同様にトロンビン前処
置による LCA の取り込み量の増加が確認された(Figure 8B)。しかしながら、用
いたSLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNAの単独での処置は SLC10A4のノッ
クダウン効果が十分ではないと判断したため、続いて、3 種類の SLC10A4 
Stealth Select RNAi™ siRNA を同時に処置し、そのときの取り込み量をより詳
細に検討した。 
その結果、SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA mix 処置群 (Figure 11A、
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right lane) の SLC10A4 の発現は単独で用いた時より強力にノックダウンされ
たことがイムノブロットにより確認された。このノックダウン条件下で、輸送
実験を行ったところ、SLC10A4 をノックダウンした TE671 細胞においてトロ
ンビン前処置による LCA および TCA の取り込み量の増加作用が消失した
(Figure 11D、11G)。ネガティブコントロールにおいては、RNAi 非処置の TE671





Figure .8. SLC10A4 knockdown experiments. Stealth RNAi SLC10A4 siRNA 
was used at 100 nM. Stealth™ RNAi Negative Control was used at 10 nM. 
Western blot analysis demonstrates that the SLC10A4 protein level of the 
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Stealth™ RNAi Negative Control treated cells is equal to that of non-treated cells, 
and that of the each of SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA treated cells is 
decreased (A). Transport analyses: LCA concentration was 300 nM (B). Values 
represent mean ± SEM; n = 3 or 4. NS indicates nonsignificant. 
 
 
Stealth RNAi で処置した細胞を蛍光免疫染色 (non-permeabilized) した結果
を以下に示した (Figure 9、10)。 
 
Figure 9. Distribution of SLC10A4 N-terminal. Cells were fixed by 4% 
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paraformaldehyde, then stained using anti-SLC10A4 N-terminal antibody. 
 
Figure 10. Distribution of SLC10A4 C-terminal. Cells were fixed by 4% 














Figure 11. Effects of a mix of three Stealth RNAi SLC10A4 siRNAs on TE671 
cells. Western blot analysis demonstrated that the SLC10A4 protein level of the 
Stealth™ RNAi Negative Control treated cells (center) was equal to that of 
non-treated cells (left), and that of the SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA 
treated cells (right) was decreased. 90-kDa is indicated by the arrows. All 
samples were not treated by thrombin. (A). Transport analyses: LCA uptake 
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(B-D). Non-treated indicates uptake by the RNAi non-treated cells (B). Negative 
control indicates uptake by the Stealth™ RNAi Negative Control treated cells (C). 
RNAi SLC10A4 indicates uptake by the SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA 
treated cells (D). TCA uptake (E-G). Non-treated indicates uptake by the RNAi 
non-treated cells (E). Negative control indicates uptake by the Stealth™ RNAi 
Negative Control treated cells (F). RNAi SLC10A4 indicates uptake by the 
SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA treated cells (G). Each point represents 
the mean of three or four experiments. Diamonds: control cells; circles: 
RNAi-treated cells. Values represent the mean ± SEM; n = 3 or 4. 
 
[考察] 
TE671 細胞において SLC10A4 をノックダウンした場合に、トロンビン前処
置による LCA および TCA の取り込み量の増加が認められなくなった事実から、
SLC10A4 は通常は低活性型として存在しているが、トロンビンにより活性化さ
れて胆汁酸トランスポーターとして働くことが示唆された。これは、したがっ
て、本分子は protease-activated transporter である可能性が高いと考えられる。
本研究により予測される SLC10A4 を介した基質輸送メカニズムは下記の通り
である (Figure 12)。すなわち、SLC10A4 は通常 Figure 12 の右に示すように細
胞外に露出する長い N 末端が基質の輸送を阻害していると推察されるが、トロ
ンビンン等のプロテアーゼにより N 末端が除去されると、SLC10A1、SLC10A2
および SLC10A6 と類似の構造となり、基質の輸送能を示すと考えられる。 
 LCA の取り込み量において、Figure .8(B)の、トロンビン前処置していない




果、TE671 細胞の胆汁酸トランスポーターの mRNA の発現量に、細胞の経代数










第 5 節 細胞毒性試験 
 
 TE671 細胞において、トロンビンにより活性化する LCA の取り込みは
SLC10A4 により行われることを第 2-4 節で示した。SLC10A4 は脳に局在し、
特にコリン作動性神経に高度に発現する [6]。一方、TE671 細胞は神経細胞様の




TE671 細胞に対する LCA の細胞死誘導作用を MTT assay にて測定した





Figure 13. Cell viability assays. The relative susceptibilities of thrombin-treated 
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TE671 cells to LCA were examined by MTT assay. The relative viabilities are 
shown for LCA-treated cells relative to vehicle-treated control cells. The cells 
were treated with LCA or ethanol, as the vehicle for LCA, for 48 h. Open 
columns: control cells; gray columns: thrombin-treated cells. Each column 
represents the mean ± S.D. of three experiments. The significance of differences 
from the control values were determined by ANOVA followed by Ryan’s method.  
***p < 0.005 thrombin vs. vehicle in thrombin. 
 
[考察] 
LCA はアポトーシス誘導活性を持ち、その活性は細胞内の caspase-8 を活性





関連するアミロイドの研究や神経筋接合部の研究に使用されている [11, 12, 












は Slc10a4 が高度に発現していることが報告されている [6]。胆汁酸はコレステ
ロール代謝物であるため、スタチン系薬剤の投与により胆汁酸組成に変化する











SLC10A4 の第一膜貫通領域以前の N 末端が他の SLC10 ファミリータンパク質
に比較して長いことが特徴付けられた。そこで、SLC10A4 の N 末端が基質の輸
送に関与している可能性を検証し、本研究において、SLC10A4 の N 末端を除去
すると基質輸送能が亢進することが示唆された。 
即ちヒト小脳由来 TE671 細胞で SLC10A4 が発現していることを確認した。
次に、イムノブロットおよび免疫蛍光染色法においてトロンビンにより
SLC10A4 の N 末端が除去されていることを示した。 
また、TE671 細胞を用いた基質の輸送実験では、LCA および TCA の輸送量が
トロンビン前処置により増加したが、CDCA、DCA および E3S の輸送量には差
は認められなかった。このことから、トロンビンにより促進される輸送は基質
特異性を持つことが示され、基質輸送へのトランスポーターの関与が示唆され
た。また、LCA および TCA の輸送に対するミカエリス定数 Km は、TCA を輸
送する既知のトランスポーターの値より著しく低いことが示された。このこと
から、この輸送には既知のトランスポーターは関与していないと考えられた。 
さらに、RNAi 法を用いて、TE671 細胞の SLC10A4 をノックダウンすると、





もオーファンタンパク質であるが、これらの N 末端も SLC10A4 同様長いこと
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E3S、LCA、TCA および Thrombin は Sigma-Aldrich 社 (St Louis, MO, USA)
より購入した。CDCA および DCA は東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan) よ
り購入した。D4-LCA、 d4-CDCA および d4-DCA は CDN Isotopes 社 
(Pointe-Claire, Quebec, Canada) より購入した。D4-TCA は Medical Isotopes
社  (Pelham, AL, USA) より購入した。 13C6-E3S は Cambridge Isotope 





 TE671 細胞は宮城大学食産業学部 教授 西川正純 先生より供与されたも
のを用いた。 
 100 mm dish (BD FALCON) に Growth medium を用いて、37 °C、5% CO2- 
95% Air、飽和水蒸気圧下で行い、80-90 %コンフルエントで TrypLE Express 
(invitrogen) を用いて継代した。 
Growth medium は、Pen-Strep Solution (invitrogen) (50 unit/mL penicillin、 50 
µg/mL streptomycin)、 10 % 非働化 Fetal Calf Serum (FCS、MP Biomedicals 









TE671 細胞を 8×105 cells/2 mL の濃度で 6 well plate に播腫し、24 時間後に
Krebs-Henseleit buffer (118 mM NaCl、23.8 mM NaHCO3、4.83 mM KCl、0.96 
mM KH2PO4、1.20 mM MgSO4、12.5 mM HEPES、10.0 mM glucose and 1.53 mM 
CaCl2、adjusted to pH 7.4)で 2 度の洗浄後、4 U/800 L のトロンビンまたはそ
の溶媒とした Krebs-Henseleit buffer で置換し、37 °C で 3 時間インキュベート
した。PBS で洗浄後、RIPA buffer (150 mM NaCl、25 mM Tris–HCl (pH 7.8)、5 
mM EDTA、1% Nonidet P-40、0.5% (w/v) sodium deoxycholic acid、0.1% (w/v) 
SDS、および protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich))を用いて TE671 細胞の
ライセートを回収した。超音波ホモジナイザーにて、DNA を破壊し、ホモジナ
イズした。タンパク定量には BCA 法を用いた。調製したタンパク質 30 µg/lane
を 10％ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE に供した。泳動したタン
パク質を PVDF（polyvinylidene difluoride）膜の Immobilon-P (MILLIPORE)にパ
ワーサプライ(BIO-RAD)を用いて電圧 60 V、2 時間により転写した。その後、
0.05％ Tween20 / 5% スキムミルクで 37°C にて 3 時間振盪し、ブロッキング
した。さらに 0.05% Tween-20 を含む 20 mM Tris-HCl、pH 7.4（TBST）で 10
分間振盪を 3 回繰り返して洗浄した。一次抗体には 0.05％ Tween20 / 5% スキ
ムミルクで 1000 倍に希釈した rabbit polyclonal anti amino acids 324–436 of 
the SLC10A4 protein sequence (anti-SLC10A4 C-terminus antibody 、
Sigma-Aldrich)を使用し、4 °C にて振盪し、一晩インキュベートした。GAPDH
の一次抗体には 0.05％ Tween20 / 5% スキムミルクで 1000 倍に希釈した
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rabbit monoclonal anti-GAPDH antibody (Cell Signaling Technology、Beverly、
MA)を使用した。二次抗体には 0.05％ Tween20 / 5% スキムミルクで 2000 倍
に希釈した horseradish peroxidase-labeled mouse anti-rabbit IgG (Cell 
Signaling Technology)を用い、37°C にて 2 時間インキュベートした。TBST で 
10 分間振盪を 3 回行って洗浄した後、基質として SuperSignal West Pico 






免疫蛍光染色は 8-well glass slide CC2™ treated (Lab-Tek®II CC2™ Chamber 
Slide™ System、154941、nunc)を用いて行った。TE671 細胞を 4×104 
cells/well/500 L の濃度で播腫し、24 時間後に細胞を Krebs-Henseleit buffer に
て 2 度洗浄し、Krebs-Henseleit buffer に溶解した 1 U/200 L の thrombin で 3
時間処置した。コントロールには thrombin の溶媒とした Krebs-Henseleit buffer
を用いた。PBS で洗浄後、4% paraformaldehyde in phosphate buffer を加え室
温で 30 分間インキュベートした。PBS で 3 度の洗浄に続き、細胞膜に透過性を
与えるために PBT (0.1% Triton X-100 in PBS)で 15 分間処置した。非透過性の
細胞に対しては PBT での処置は行わなかった。PBS で 3 度の洗浄後、1% BSA 
(Sigma-Aldrich) in PBSで室温下 90分間インキュベートし、ブロッキングした。
PBSで 3度の洗浄後、細胞に 1次抗体として blocking solution に溶解した rabbit 
polyclonal anti amino acids 324–436 of the SLC10A4 protein sequence 
(anti-SLC10A4 C-terminus antibody、1:200 dilution、Sigma-Aldrich)、または rabbit 
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polyclonal anti amino acids 2–51 of the SLC10A4 protein sequence 
(anti-SLC10A4 N-terminus antibody、1:200 dilution、Sigma-Aldrich) を加え 4 °C
で 1 晩インキュベートした。翌日、細胞を PBS で 3 度の洗浄後、blocking solution
に溶解した蛍光標識 2 次抗体 Alexa Fluor® 546 Goat Anti-rabbit IgG (1:500 
dilution、Molecular Probes)で室温下 60 分間インキュベートした。核染色は
Hoechst 33258 solution (1:2000 dilution、Dojindo、Japan)で行った。PBS で 3
度の洗浄後、細胞は Fluorescence Mounting Medium (Dako、Denmark)を用いて
封入した。 蛍光は Zeiss confocal laser-scanning microscope (LSM700) with X40 





LCA、TCA、CDCA、DCA および E3S の取り込みは 24-well plate を用いて行
った。 TE671 細胞を 2×105 cells/well/500 L で播腫し、 24 時間後に
Krebs-Henseleit buffer で 2 度の洗浄後、細胞は Krebs-Henseleit buffer に溶解し
た1 U/200 L of thrombinで37°Cで3時間インキュベートした。Krebs-Henseleit 
buffer で洗浄後、37°C で 10 分間プレインキュベートした。その後、buffer に基
質を添加し取り込みを開始した。37°C で設定時間インキュベートした後、buffer
を吸引除去し、氷冷 KH buffer にて 2 回洗浄した。続いて、500 L の ethanol
を加えて、細胞に取り込まれた基質を抽出し  [65-67]、それぞれの internal 
standards として stable isotope-labeled bile acids および 13C6-E3S を各 well に
添加した。 溶液を回収し測定まで−80°C で保存した。タンパク定量は BCA™ 








胆汁酸および E3S の定量は LC/MS/MS を用いて行った [68, 69]。サンプルを
室温、減圧下乾固させ、残渣を 40 L の移動相にて溶解した。フィルターろ過
後、10 L を LC/MS/MS にて測定した。TCA および E3S の定量は、electrospray 
ionization probe を付した TSQ Quantum Vantage (Thermo Fisher Scientific、San 
Jose、CA) で行った。LCA、CDCA および DCA の定量は、atmospheric pressure 
chemical ionization probe を付した TSQ Quantum Vantage (Thermo Fisher 
Scientific、San Jose、CA) で行った。カラムは Capcell Pak C18 MGII Column (5 
m、150 mm × 1.5 mm i.d.; Shiseido、Tokyo、Japan)を用い、40°C で使用した。
TCA 分析の移動相は formic acid/water/acetonitrile (0.1:60:40、v/v/v)、LCA 分析
の移動相は 20 mM ammonium acetate in water/acetonitrile (40:60、v/v)、E3S、
CDCA および DCA 分析の移動相は 20 mM ammonium acetate in 
water/acetonitrile (65:35、v/v)とした。流速は 200 L/min で Ultimate 3000 Pump 
(Dionex)を用いて行った。mass spectrometric conditions は Table I に示した。 
 
Table I. Mass spectrometric conditions for quantification of bile acids and E3S. 
 TCA E3S LCA CDCA DCA 
Spray voltage (V) − 2500 − 2500    
Discharge current (A)   − 4 − 4 − 4 
S lens voltage (V) 236 143 190 154 154 
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S lens voltage for IS (V) 236 159 194 157 157 
Collision energy (V) 19 33 19 26 26 
Collision energy for IS (V) 26 39 20 28 28 






















ミカエリス定数 Km および最大輸送速度 Vmax の算出 
 
トロンビンにより活性化された LCA および TCA 取り込みの速度式を算出す
るために、program R (R Development Core Team)を用い、それぞれのパラメー






SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA (Invitrogen、Carlsbad、CA) を RNA
干渉 (RNAi)として用いた。TE671 細胞を 4×105 cells/mL の濃度で播腫し、1 時
間後に 100 nM Stealth RNAiで処置した。ネガティブコントロールにはStealth™ 
RNAi Negative Control Medium GC Duplex (Invitrogen、Carlsbad、CA)を 10 nM
として用いた。Stealth RNAi は Lipofectamine™ RNAiMAX と混合後、細胞に処
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置した。72 時間後、細胞を 4×105 cells/mL の濃度で播腫し、24 時間後にイムノ
ブロットおよび輸送実験に用いた。SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNA の配
列を Table II に示す。 
 
Table II. Target sequences of the SLC10A4 Stealth Select RNAi™ siRNAs. 
1: CATCATGACCATCTCCTCCACGCTT  
2: TGGAAACAGGTAGTCAGAATGTGCA  





細胞生存数は MTT assay を用いて行った [70]。TE671 細胞を 4×104 cells/well
の濃度で 96-well plate に播腫した。24 時間後に細胞を Krebs-Henseleit buffer
で 2 度洗浄し、トロンビンを 0.2 U/40 L で Krebs-Henseleit buffer に溶解し 3
時間処置した。洗浄後、LCA を 10 M から 300 M として 48 時間処置した。
コントロールには、LCA の溶媒として使用した ethanol を用い最終濃度 0.1%と
した。LCA 処置から 48 時間後に、 Krebs-Henseleit buffer に溶解した 5 mg/mL 
MTT (DOJINDO)を 20 μL を各ウェルに添加し、4 時間後に培養液を除去し、100 
μL の DMSO を各ウェルに加え、5 分間振盪し生成したホルマザンを溶解した。
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SLC10A4 is a protease-activated transporter that transports bile acids. 
 
 
